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不同价态饮水砷暴露对小鼠肝脏的损伤作用
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［摘要］　目的：比较不同价态的饮水砷暴露对小鼠肝脏的损伤作用，探讨其可能的损伤机制。方法：６０只雄性昆明种小鼠随

机分为对照组（饮用蒸馏水）、３００ｍｇ／ＬｉＡｓ３＋暴露组（ｉＡｓ３＋组）和３００ｍｇ／ＬｉＡｓ５＋暴露组（ｉＡｓ５＋组），饮水砷暴露１０个月后处

死小鼠，检测各组小鼠肝功能、肝组织总砷含量，ＨＥ染色及胶原特殊染色（Ｍａｓｓｏｎ染色）观察各组小鼠肝组织病理学变化；实

时荧光定ＰＣＲ测定各组小鼠肝组织中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＧＳＨＰｘ、ＭＭＰ８、ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ的表达。结果：ｉＡｓ３＋组小鼠肝

组织中砷蓄积量高于ｉＡｓ５＋组（Ｐ＜０．０５）；ｉＡｓ３＋组小鼠肝功能差于ｉＡｓ５＋组（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色及 Ｍａｓｓｏｎ染色结果表明

ｉＡｓ３＋组小鼠肝组织损伤及纤维化程度重于ｉＡｓ５＋组。与对照组相比，ｉＡｓ３＋、ｉＡｓ５＋组小鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ
表达明显升高（Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ８ｍＲＮＡ表达明显下降（Ｐ＜０．０５）；与ｉＡｓ５＋组相比，ｉＡｓ３＋组小鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣｏｌⅠ

ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜０．０５）。结论：长期饮水砷暴露可能通过促进肝脏炎症介质及ＥＣＭ分泌诱导慢性肝损伤、肝纤维化，肝

损伤程度与砷的价态及蓄积量有关，且ｉＡｓ３＋损伤作用强于ｉＡｓ５＋。

［关键词］　砷；肝；损伤

［中图分类号］　Ｒ９９５　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０５０４９９０５

Ｈｅｐａｔｉｃｄａｍａｇｅｓｉｎｍｉｃｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｒｓｅｎｉｃｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｌｅｎｃｅｓｔａｔｅｓ

ＬＩＬｉｎｇ１，ＷＵＪｕｎ２，ＪＩＡＮＧＬｉｎｇ１，ＯＵＢｉｎｇ２，ＺＨＡＮＧＹｕｎ２，ＬＩＣｈｅｎｇｘｉｕ１，ＣＨＥＮＧＭｉｎｇｌｉａｎｇ２，ＹＡＮＧＱｉｎ３

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｓ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４

３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｄａｍａｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｉｎｍｉｃｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏａｒｓｅｎｉｃｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖａｌｅｎｃｅｓｔａｔｅｓ（ｉＡｓ３＋

ａｎｄｉＡｓ５＋）ａｎｄｔｏｐｒｏｂｅｉｎｔｏｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｓｉｘｔｙｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ），

ｓｏｄｉｕｍａｒｓｅｎｉｔｅｇｒｏｕｐ（ｉＡｓ３＋，３００ｍｇ／Ｌ）ａｎｄｓｏｄｉｕｍａｒｓｅｎａｔｅｇｒｏｕｐ（ｉＡｓ５＋ ３００ｍｇ／Ｌ）ａｔｒａｎｄｏｍ．Ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ１０

ｍｏｎｔｈｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｏｔａｌａｒｓｅｎｉｃｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｈ

ＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｌｉｖｅｒｓ．ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ

ｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＧＳＨＰｘ，ＭＭＰ８，ＣｏｌⅠａｎｄＣｏｌⅢｍＲＮＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆａｒｓｅｎｉｃｉｎ

ｉＡｓ３＋ ｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｉＡｓ５＋ｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｎｉｍａｌｓｉｎｉＡｓ３＋ ｇｒｏｕｐｗａｓｗｏｒｓｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ

ｉＡｓ５＋ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＨＥａｎｄＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｉＡｓ３＋ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｅｖｅｒｅｒｔｈａｎ

ｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｉＡｓ５＋ ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＣｏｌⅠａｎｄＣｏｌⅢ ｍＲＮＡｗａｓｈｉｇｈｅｒａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＧＳＨＰｘ，ＭＭＰ８ｍＲＮＡｗａｓｌｏｗｅｒｉｎａｒｓｅｎｉｃｅｘｐｏｓｅｄｍｉｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｉＡｓ５＋，ａｎｉｍａｌｓｉｎｉＡｓ３＋ ｇｒｏｕｐｈａｄｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ａｎｄＣｏｌⅠｍＲＮＡ （Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｌｏｎｇｔｅｒｍ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｏｒａｌｄｒｉｎｋｉｎｇｗｉｔｈａｒｓｅｎｉｃｃａｎｒｅｓｕｌｔｉｎｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙａｎｄｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｍｅｄｉａｔｏｒｓｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄＥＣＭ．Ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｒｓｅｎｉｃｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅａｒｓｅｎｉｃａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｖａｌｅｎｃｅｓｔａｔｅｓｏｆａｒｓｅｎｉｃ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ａｒｓｅｎｉｃ；ｌｉｖｅｒ；ｉｎｊｕｒｉｅｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（５）：４９９５０３］

［收稿日期］　２００７１０１２　　　　［接受日期］　２００８０３１３
［基金项目］　国家自然科学基金（３０４７１５９２），中国肝炎防治基金会“王宝恩肝纤维化研究基金”（２００７００１３）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ

ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０４７１５９２）ａｎｄＣｈｉｎａＷａｎｇＢａｏＥｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＨａｐｔｉｔｉｓＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＣｏｎｔｒｏｌ（２００７００１３）．
［作者简介］　李　玲，硕士，硕士生导师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｌｉｎｇ６３＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０８５１６７７４１４６，Ｅｍａｉｌ：ｗｕｗｕｊ＠２１ｃｎ．ｃｏｍ



·５００　　 · 第二军医大学学报　２００８年５月，第２９卷

　　砷在自然界中广泛存在，砷化物具有致畸、致
癌、致突变等作用［１２］。地方性砷中毒对人类健康已
构成严重的威胁，我国贵州、新疆、陕西、青海、宁夏、
内蒙、安徽、吉林、台湾等省份均已发现地方性砷中
毒病区。我国环境砷中毒主要有两大类型：饮水型
砷中毒和燃煤型砷中毒，目前备受关注的是饮用高
砷水导致的慢性砷中毒。我国饮水型砷中毒病区饮
水中砷多以无机Ａｓ３＋及Ａｓ５＋的形态存在。慢性砷
中毒的主要表现为皮肤病变及周围神经系统症状，
并可累及机体各器官和组织［２］。有研究［３］表明，砷
摄入体内后主要分布于肝脏，可以在肝脏中蓄积。
无机砷的甲基化是机体内砷降解的主要途径，肝脏
是无机砷甲基化代谢的主要器官，同时也是砷毒性
作用的主要靶器官。慢性砷暴露可导致不同程度的
肝损伤、肝纤维化、肝硬化甚至诱导肝癌的发生［２，４］。
因此，本研究应用慢性饮水砷暴露致小鼠肝损伤模
型，比较不同价态的砷对小鼠肝脏的损伤作用，并探
讨其可能的损伤机制，为我国饮水砷中毒的防治提
供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　亚砷酸钠（ＮａＡｓＯ２，相对分子质量

１２９．９），砷酸钠（Ｎａ２ＨＡｓＯ４·７Ｈ２Ｏ，相对分子质量

３１２）均 为 美 国 ＳｉｇｍａＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ 公 司 产 品。

ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ⅰ荧光染料、随机引物（ＯｌｉｇｏｄＴ）、４种脱氧核苷
（ｄＮＴＰｓ）、ＲＮＡ 酶 抑 制 剂 （ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ）、

ＭＭＬＶ逆转录酶、ＰＣＲ引物均由美国国立卫生研
究院癌症／环境卫生研究所刘杰博士惠赠。

１．２　主要仪器　ＡＢ１０４Ｎ 型电子天平（Ｍｅｔｔｅｒ
ＴｏｌｅｄｏＧｒｏｕｐ）；ＴＮ１００Ｂ型托盘式扭力天平（上海

第二天平仪器厂）；紫外分光光度仪（Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
ｇｒａｄｉｅｎｔＥｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；５７００荧光定量ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）；核酸蛋白分析仪（Ｕｌ
ｔｒｏｓｐｅｃ２１００ｐｒｏＡｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）；

５８１０Ｒ型 台 式 冷 冻 离 心 机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德 国）；

ＡＥＲＯＳＥＴ２０００型全自动生化分析仪（Ａｂｂｏｔｔ，美
国）；ＡＡａｎａｌｓｔ１００ 型原子吸收光谱图像分析仪
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国）。

１．３　实验动物及分组　昆明种小鼠６０只，清洁级，
雄性，体质量（２０±２）ｇ，合格证号ＳＣＸＫ（黔）２００２
０００１，由贵阳医学院实验动物中心提供。６０只小鼠
随机分成对照组、ｉＡｓ３＋组、ｉＡｓ５＋组（ｎ＝２０）。对照
组小鼠饮用蒸馏水，ｉＡｓ３＋组小鼠饮用含 Ａｓ３＋的溶
液（由 ＮａＡｓＯ２和双蒸水配成，浓度３００ｍｇ／Ｌ），

ｉＡｓ５＋组小鼠饮用含 Ａｓ５＋的溶液（由 Ｎａ２ＨＡｓＯ４·

７Ｈ２Ｏ和双蒸水配成，浓度３００ｍｇ／Ｌ），自由饮用。

１０个月后取血液及肝组织进行后续检测。

１．４　小鼠血清肝功能指标及肝组织总砷含量的测
定　取小鼠血清，全自动生化分析仪测定血清丙氨
酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、球蛋白
（Ｇｌｂ）。取１００～１５０ｍｇ肝组织采用原子吸收光谱
图像分析法测定组织内总砷含量。

１．５　小鼠肝组织病理学观察　肝组织石蜡包埋、切
片，常规 ＨＥ染色及肝脏纤维组织三重染色（Ｍａｓ
ｓｏｎ染色）观察各组小鼠肝脏病理学变化。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ检测肝脏组织炎症介质及
肝纤维化相关基因的表达

１．６．１　引物设计与合成　ＰＣＲ引物根据ＧｅｎＢａｎｋ
中小鼠的 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＧＳＨＰｘ、ＭＭＰ８、ＣｏｌⅠ、

ＣｏｌⅢ、１８ＳｃＤＮＡ序列进行设计，具体引物序列见
表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＴＮＦα ＸＭ＿１１０２２１ ＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
ＣＣＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴ

ＩＬ６ Ｊ０３７８３ ＧＣＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＧＡＴＡＧＴＣＡ
ＧＡＡＧＧＣＡＡＣＴＧＧＡＴＧＧＡＡＧＴＣＴ

ＧＳＨＰｘ Ｘ０３９２０ ＣＧＧＧＴＴＣＧＡＧＣＣＣＡＡＴＴＴ
ＧＧＧＴＧＴＴＧＧＣＡＡＧＧＣＡＴＴＣ

ＭＭＰ８ ｕ９６６９６ ＧＧＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＴＧＣＡＧＣＣＣＴＣＴＴ
ＣＧＡＡＣＣＡＧＧＧＡＣＧＧＡＡＴＡＴＧ

ＣｏｌⅠ ＢＣ００７２５８ ＧＣＡＧＧＧＴＴＣＣＡＡＣＧＡＴＧＴＴＧ
ＧＣＡＧＣＣＡＴＣＧＡＣＴＡＧＧＡＣＡＧＡ

ＣｏｌⅢ ＸＭ＿１２９７４５ ＧＧＴＧＧＴＴＴＴＣＡＧＴＴＣＡＧＣＴＡＴＧＧ
ＣＴＧＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＴＧＡＧＧＡＡＴＧＣ

１８Ｓ Ｘ５６９７４ ＣＧＡＡＣＧＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＡＡＣＴＴ
ＣＣＧＧＡＡＴＣＧＡＡＣＣＣＴＧＡＴＴ
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１．６．２　总ＲＮＡ提取及逆转录合成ｃＤＮＡ　取各小
鼠肝组织１００ｍｇ，加入ＴＲＩｚｏｌ试剂１ｍｌ磨成匀浆，
应用标准ＴＲＩｚｏｌ酚氯仿一步法提取小鼠肝组织总

ＲＮＡ并纯化，紫外分光光度法测定总ＲＮＡ浓度及纯
度。经 ＭＭＬＶ逆转录酶催化合成ｃＤＮＡ，以此为模
板进行ＰＣＲ扩增。逆转录反应体系１００μｌ：包括总

ＲＮＡ１０００ｎｇ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２２μｌ，１０×ＰＣＲ
ＢｕｆｆｅｒⅡ１０μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２０μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ
ＯｌｉｇｏｄＴ５μｌ，２０Ｕ／μｌＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ２μｌ，５０Ｕ／μｌ
ＭＭＬＶ逆转录酶２．５μｌ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ补足体积
（１８．５μｌ）。循环参数设置：２５℃１０ｍｉｎ，４８℃６０ｍｉｎ，

９５℃５ｍｉｎ，４℃保存，置－２０℃备用。

１．６．３　ＰＣＲ扩增反应及荧光定量分析　在低温环
境下９６孔板逐一加样，每种目的基因重复上样３
次，反应体系为２０μｌ，包括逆转录产物４μｌ，１００

μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各０．５μｌ，２×ＢｕｆｆｅｒＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ１０μｌ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ５μｌ。加样完成后，放

入５７００荧光定量ＰＣＲ仪，调节ＰＣＲ扩增条件参
数：预变性９４℃５ｍｉｎ，然后９４℃变性４５ｓ，退火

５５℃６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共３０个循环，最后７２℃延
伸１０ｍｉｎ。测定荧光定量结果（Ｃｔ值）。

１．７　统计学处理 　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１１．５统计学软件进行方差分析。

２　结　果

２．１　小鼠肝功能及肝组织砷含量的测定结果　结
果（表２）显示：与对照组相比，饮水砷暴露组（ｉＡｓ３＋

组、ｉＡｓ５＋组）小鼠肝脏组织中有明显的砷蓄积，且

ｉＡｓ３＋组高于ｉＡｓ５＋组，前者为后者的１．５３倍，具有
统计学差异（Ｐ＜０．０５）。ｉＡｓ３＋组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｇｌｂ
均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ｉＡｓ５＋组 ＡＬＴ、ＡＳＴ
明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｇｌｂ亦升高，但无统计
学差异。ｉＡｓ３＋组 ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ｇｌｂ值均较ｉＡｓ５＋组
高，其中ＡＳＴ值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　小鼠肝功能及肝组织砷含量检测结果

Ｔａｂ２　Ａｒｓｅｎｉｃｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅａｎｄｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ａｒｓｅｎｉｃｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ
（μｇ·ｇ－１）

ＡＬＴ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＡＳＴ
ｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） ＧｌｂρＢ／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３６．６７±３．５１ １３５．００±２０．４２ ２０．８６±０．６１
ｉＡｓ３＋ ３．９９２±０．２５ ６１．４６±１３．８５ ５１０．８６±５９．０１ ２６．９４±３．７３

ｉＡｓ５＋ ２．６０３±０．３６△ ４３．３１±４．２１ ２５８．９３±２２．４０△ ２４．５９±５．２７

　Ｐ＜０．０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓｉＡｓ３＋ｇｒｏｕｐ

２．２　小鼠肝组织病理学观察结果　肉眼可见：对照
组小鼠肝脏体积正常，无淤血肿大及脂肪变；ｉＡｓ３＋

组和ｉＡｓ５＋组肝组织有不同程度体积增大，表面不
光滑，切面呈黄色或红褐色，提示有轻度脂肪变性。

ＨＥ染色结果：对照组小鼠肝小叶结构完整，无变
性、坏死、炎性细胞浸润及纤维组织增生（图１Ａ）；

ｉＡｓ５＋组小鼠肝细胞水样变性，脂肪样变性，炎细胞
浸润，伴肝细胞再生（图１Ｂ）；ｉＡｓ３＋组小鼠肝细胞水
样变性，脂肪样变性，气球样变性，肝细胞液化坏死，
炎细胞浸润，肝细胞再生，汇管区少许纤维增生，纤
维条索形成（图１Ｃ）。Ｍａｓｓｏｎ染色结果：对照组小
鼠肝小叶结构正常，无明显胶原纤维分布（图２Ａ）；

ｉＡｓ５＋组肝细胞间有细分支状的纤维束（图２Ｂ），

ｉＡｓ３＋组肝细胞间有粗大的纤维条索（图２Ｃ）。病理
结果表明，小鼠饮水砷暴露１０个月，肝组织已出现

明显的炎性损伤，初步形成肝纤维化，且ｉＡｓ３＋组损
伤重于ｉＡｓ５＋组。

２．３　小鼠肝脏组织细胞因子及肝纤维化相关基因
的表达结果　荧光定量ＰＣＲ结果（表３）表明：与对
照组相比，ｉＡｓ３＋组小鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣｏｌⅠ、

ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ的表达明显升高（Ｐ＜０．０５），ＧＳＨ
Ｐｘ、ＭＭＰ８ｍＲＮＡ 的表达明显下降（Ｐ＜０．０５）；

ｉＡｓ５＋组小鼠肝组织ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ的
表达明显升高（Ｐ＜０．０５），ＣｏｌⅠ ｍＲＮＡ的表达亦
升高，但无统计学意义，ＭＭＰ８ｍＲＮＡ的表达明显
下降（Ｐ＜０．０５），ＧＳＨＰｘｍＲＮＡ的表达亦下降，但
无统计学意义。与ｉＡｓ５＋组相比，ｉＡｓ３＋组小鼠肝组
织ＴＮＦα、ＩＬ６、ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ的表达升高，

ＧＳＨＰｘｍＲＮＡ表达下降，但仅有ＴＮＦα、ＩＬ６、Ｃｏｌ
Ⅰ的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图１　各组小鼠肝组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｅｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｉＡｓ５＋ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｉＡｓ３＋ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　各组小鼠肝组织 Ｍａｓｓｏｎ染色结果

Ｆｉｇ２　Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｍｉｃｅｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｉＡｓ５＋ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｉＡｓ３＋ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表３　ＴＮＦα、ＩＬ６、ＧＳＨＰｘ、ＭＭＰ８、ＣｏｌⅠａｎｄＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ表达结果

Ｔａｂ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６，ＧＳＨＰｘ，ＭＭＰ８，ＣｏｌⅠａｎｄＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα ＩＬ６ ＧＳＨＰｘ ＭＭＰ８ ＣｏｌⅠ ＣｏｌⅢ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １１．８±３．２ ３９．９±２１．６ １．３７３±０．３６４ ５２．７７±１３．３９ ５５．２３±１０．１８ ４３．４３±１２．９８
ｉＡｓ３＋ ４８．６±１９．７８ ２１８．９±７０．１ １．０９５±０．１２３ ２６．７２±１３．５７ １７０．９７±９２．６３ ８７．７５±１３．１８

ｉＡｓ５＋ ３５．６±１０．８△ ８４．２±２８．４△ １．２８５±０．３８４ ２０．００±７．７３ ６３．５９±２４．２３△ ７１．２７±１７．１０

　Ｐ＜０．０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｉＡｓ３＋ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　近年来国内外流行病学调查研究和动物实验已
证实长期饮水砷暴露可导致慢性砷中毒，造成多器
官组织如肝、肾、肺等损伤，其发病率及严重程度与
砷暴露时间及水砷含量等因素密切相关。Ｌｉｕ等［５］

在实验动物饮用水中加入亚砷酸钠，结果发现砷在
动物肝脏中蓄积浓度较高，蓄积量与砷的暴露浓度
呈正相关，且随蓄积量的增高，肝损伤的程度逐渐加
重，甚至有发展为肝纤维化、肝硬化、肝癌的趋势。
本研究结果表明ｉＡｓ３＋暴露组小鼠肝脏砷蓄积量明
显高于ｉＡｓ５＋组，小鼠肝功能指标及肝脏病理学检
查结果表明ｉＡｓ３＋组肝损伤程度重于ｉＡｓ５＋组，再次

证实肝损伤程度与砷蓄积量正相关。砷毒理学研究
资料［６］表明ｉＡｓ５＋在机体内被还原为ｉＡｓ３＋，再进行
甲基化代谢，其中 ＭＭＡ５＋还原酶是砷代谢整个过
程中的关键酶，而砷在体内的活性代谢产物是导致
机体发生砷中毒的主要因素。这提示ｉＡｓ３＋所导致
的肝脏炎症反应比ｉＡｓ５＋强。ｉＡｓ３＋的排泄途径主要
为胆汁，ｉＡｓ５＋ 的排泄途径主要为肾脏，ｉＡｓ５＋ 较

ｉＡｓ３＋在体内的排泄速度快［７］。这提示ｉＡｓ３＋在体内
蓄积的趋势更大，其毒性也相应增加。目前常采集
染砷动物的尿液或血液标本来进行各种价态砷

（ｉＡｓ３＋、ｉＡｓ５＋）含量的测定，但由于本实验选用的受
试动物为小鼠，其血液标本较少，且其尿液收集工作
较难实施，故未能分别测量两种价态砷的含量，希望
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能在后续研究中弥补这一缺陷。

　　砷毒性作用机制可能与其诱发活性氧自由基的

产生以及抑制抗氧化物的活力从而导致氧化损伤关

系密切［８９］。活性氧可刺激与肝损伤有关的基因表

达，释放前炎症细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１α、β等）

导致肝损伤［１０］。Ｌｉｕ等［１１］研究发现，砷可以明显改

变与应激、ＤＮＡ损伤、转录因子激活和细胞因子产

生相关基因的表达。ＴＮＦα和ＩＬ６在肝组织及血

清中的表达随病情的加重而升高，与肝细胞损伤程

度密切相关。本研究结果显示，ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ
在ｉＡｓ３＋组和ｉＡｓ５＋组中均高表达，说明ＴＮＦα、ＩＬ

６在饮水砷暴露肝损伤机制中可能起重要作用。

ＧＳＨＰｘ是一种含巯基的抗氧化酶，主要以ＧＳＨ为

底物催化过氧化物的分解，从而起到抗氧化作用。

砷对生物膜上的巯基有很强的亲和力，它在体内可

代谢为有机砷自由基，从而直接与含巯基的 ＧＳＨ

Ｐｘ结合，使后者活性降低［１２］。黄晓欣等［１３］发现慢

性砷中毒患者体内ＧＳＨＰｘ活力随着中毒程度的加

重而下降，而本研究结果显示，ＧＳＨＰｘｍＲＮＡ在

ｉＡｓ３＋组和ｉＡｓ５＋组中均呈低表达，与上述报道一致。

由此可见，砷可能通过抑制ＧＳＨＰｘ活性而发挥损

伤作用。

　　肝脏受到慢性损伤时，肝脏细胞外基质（ＥＣＭ）

分泌和降解失衡，导致ＥＣＭ在肝脏中过多沉积［１４］，

其主要成分是ＣｏｌⅠ和ＣｏｌⅢ［１５］，两者是常用于评

估ＥＣＭ沉积的重要指标。肝脏ＥＣＭ 的代谢主要

由基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）及基质金属蛋白酶组织

抑制因子（ＴＩＭＰｓ）共同调节，ＭＭＰｓ促进ＥＣＭ 的

降解，ＭＭＰ８主要作用是分解Ⅰ型胶原，而ＴＩＭＰｓ
通过抑制 ＭＭＰｓ活性阻止ＥＣＭ的降解。本研究结

果发现，ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ在砷暴露小鼠肝组织

中高表达，表明ＥＣＭ 在砷暴露小鼠肝组织中合成

增加，而 ＭＭＰ８ｍＲＮＡ在小鼠肝组织中表达降低，

表明ＥＣＭ 降解减少。结果表明长期饮水砷暴露，

可导致ＥＣＭ在肝脏中过多沉积。本研究选择肝脏

纤维组织特殊染色法来观察砷暴露后的小鼠肝脏组

织，结果发现在饮水砷暴露组小鼠肝脏中已出现明

显的胶原纤维束，表明饮水砷暴露可诱导肝脏纤维

化；肝损伤程度与砷的价态及蓄积量有关，且ｉＡｓ３＋

损伤作用强于ｉＡｓ５＋。

　　（志谢　本研究得到美国ＮＩＨ刘杰博士的大力

支持和无私帮助，在此表示衷心感谢！）
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